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@ ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES DU FACTEUR DE CROISSANCE ENDOTHELIALE VASCULAIRE ET LEUR 
UTILISATION COMME MEDICAMENTS. 

feT) L'invention concerne rutilisation d'anticorps anti- 
ioTotypiques du facteur de croissance endotheliale vascu- 
laire pour la preparation d'un medicament destine au traite- 
ment de pathologies impliquant des cellules endotheliales 
engagees dans un processus d'angiogenese. soit pour in- 
hiber I'angiogenese. soit pour favoriser I'anglogenese. sans 
affecter les cellules endotheliales quiescentes. ou pour la 
preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impli- 
quant des cellules endotheliales engagees dans un proces- 
sus d'angiogenese. 
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ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES DU FACTEUR DE CROISSANCE 
ENDOTHELIALE VASCULAIRE ET LEUR UTILISATION COMME 

MEDICAMENTS. 

5 

L' invention a pour objet des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance endotheliaie vasculaire et leur utilisation comme medicaments. 

Le VEGF (vascular endothelial growth factor, c'est-a-dire : du facteur de 
croissance endotheliaie vasculaire) est actuellement reconnu comme Tacteur majeur 

10 des neovascularisations non controlees observees dans la progression tumorale 
(revue dans Folkman), la retinopathie diabetique (Malecaze, 1994) ou la 
polyarthrite rhumatoide (Fava, 1994), II s'agit d*une glycoproteine de 46 kOa se 
liant a Theparine (Plouet Ferrara Connolly). Au mo ins 3 formes homodimeres de 
121, 165 et 189 acides amines sont generees par epissage altematif de TARN pre- 

15 messager. Le VEGF de 165 acides amines sera designe par VEGF 165. Outre son 
role angiogenique le VEGF stimule la permeabilite capillaire (Connolly, 1989). Le 
role du VEGF dans la tumorigenese a ete suspecte par 1' observation que T hypoxic 
accompagnant la necrose tumorale augmentait T expression de ses ARNm. D' autre 
part le VEGF est surexprime dans de nombreux cas de pathologic tumorale. De 

20 plus r injection d' anticorps anti-VEGF inhibe la croissance de tumeurs (Kun, 
1993). 

Or un facteur de croissance peut induire de nombreux effets differents 
selon qu'il se lie a Tun ou a T autre de ses recepteurs, par exemple la proliferation 
et la survie. Done rimmunoneutralisation peut avoir des effets benefiques en 

25 inhibant la proliferation mais aussi des effets indesirables en diminuant la survie, 
L' analyse des fonctions mediees in vivo par un recepteur de facteur de croissance 
se liant a I'heparine tels que le VEGF ou les FGFs (fibroblast growth factor) se 
heurte a deux ecueils majeurs. D'une part la combinatoire des interactions entre 
ligands et recepteurs est fort complexe car un facteur de croissance peut se lier a 

30 plusieurs recepteurs et de meme plusieurs facteurs de croissance peuvent se lier a 
un meme recepteur. Ainsi les produits de 9 genes codant pour les FGFs disposent 
des produits de 5 genes codant pour des recepteurs des FGFs. D' autre part leur 
forte affmite pour les glycosaminoglycanes fait que les facteurs de croissance tels 
que VEGF ou FGF sont sequestres dans les matrices extracellulaire et ne sont 

35 retrouves qu'au voisinage immediat (moins de 0,5 mm) de leur lieu de synthese ce 
qui rend difficile Tapprehension de leur role in vivo. 
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Deux genes differents codeni pour des tyrosine kinases transmembranaires 
identifiees comme des recepteurs du VEGF : le KDR chez I'homme (Terman, 
1992) ou le flk-1 chez la souris (Millauer, 1993) et le OM (DeVries, 1992). 

II a ete montre que les ARN messagers du recepteur flk-1 etaient presents 
dans les cellules endotheliales lors de l embryogenese et disparaissaient chez 
I'adulte (Millauer, 1993). Les seules cellules non endotheliales ou le flk-1 a ete 
retrouve sont les cellules stromales du cordon ombilical (Quinn, 1993). D'autres 
auteurs ont demontre la presence d'ARNm de flk-1 dans les cellules endotheliales 
des sinusoides hepatiques adultes (Yamane, 1994), les glomerules adultes 
(Millauer, 1994) et les ilots p de Langerhans (Oberg, 1994). 

De meme 1' inoculation concomitante de cellules tumorales et de cellules 
infectees par des recepteurs flk-1 dominants negatifs inhibe la croissance tumorale 
(Millauer, 1994). 

L'un des buts de T invention est de proposer 1' utilisation d'anticorps anti- 
idiotypes de facteurs de croissance a affinite pour I'heparine permettant de cibler 
specifiquement sur l'un ou 1' autre de leurs recepteurs un nouveau type d'agonistes 
circulants. 

L'un des autres aspects de T invention est de foumir des agonistes de 
recepteurs de facteurs de croissance ayant une specificite appropriee et une longue 
duree de demi-vie. 

L'un des autres buts de T invention est de foumir des images internes des 
domaines de liaison du VEGF a KDR qui du fait de leur structure 
immunoglobulinique sont circulants. 

L* invention conceme des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance endotheliale vasculaire pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenese, soit pour inhiber Tangiogenese, soit pour favoriser 
Tangiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, ou pour la 
preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impliquant des cellules 
endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese. 

L'expression "cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese" signifie cellules endotheliales migrant a travers la lame basale et se 
multipliant. 

Pour determiner si des cellules sont engagees dans un processus 
d'angiogenese, on pent avoir recours a Timmunomarquage a Taide d'anticorps 
diriges contre I'integrine p3 (Brooks et al.. Cell, 1994, 79:1157-1164). 
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L'expression "cellules endotheliales quiescentes" signifie cellules 
endotheliales des vaisseaux adultes normaux, non angiogeniques. 

L'invention concerae I'utilisation d'aniicorps anti-idiotypiques du facteur 
de croissance endodieliale vasculaire pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, 
par stimulation selective du recepteur KDR. 

L'expression "cellules endotheliales angiogeniques" designe les cellules 
impliquees dans un processus d'angiogenese. 

Les anticorps anti-idiotypes de T invention reconnaissent le recepteur 
humain KDR (ou le recepteur murin nk-l), mais ne reconnaissent pas le recepteur 

m-i. 

Grace aux anticorps anti-idiotypiques de l'invention, on a pu mettre en 
evidence le fait que KDR (resp. flk-1) est la cible de I'angiogenese pathologique. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention conceme I'utilisation 
d'anticoq)s anti-idiotypiques du facteur de croissance endotheliale vasculaire pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des 
cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese, pour inhiber 
I'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, lequel anticorps 
anti-idiotypique est couple a une toxine dont la fonction est de bloquer la traduction 
des proteines. 

Comme toxine, on peut citer la saporine, la ricine ou bien un element 

radioactif tel que I'iode 125 ou 131. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, l'invention conceme 
I'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance endotheliale 
vasculaire selon pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese, pour inhiber I'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes, lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de son fragment Fab. 

Comme pathologies dont le traitement necessite 1' inhibition de 
I'angiogenese, on peut citer le cancer, les retinopathies diabetiques et le rejet de 
greffes de comee. 

L'invention conceme I'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur 
de croissance endotheliale vasculaire, pour la preparation d un medicament destine 
au traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenese pour favoriser I'angiogenese, sans affecter les cellules 
endotheliales quiescentes. 
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Comme pathologies dont le traitement necessite la stimulation de 
I'angiogenese, on peut citer la cicatrisation, la reperftision de territoires ischemics 
lors de thrombose arterielle ou veineuse. 

L'invention concerne I'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques pour la 
preparation d'un medicament destine a stimuler Tangiogenese physiologique pour 
augmenter la vitesse de la formation des vaisseaux sanguins au cours de la 
cicatrisation, de la maturation du corps jaune de Tovaire ou stimuler Tangiogenese 
au cours de pathologies obstructives des vaisseaux afm de reperftiser des territoires 
ischemics lors de thrombose vasculaire. 

Les anticorps anti-idiotypes de 1' invention pcuvent egalement etre utilises 
pour la preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impliquant des 
cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenesc. 

La mise en evidence de T absence de reaction des tissus sains a la 
stimulation de KDR par voie generale ouvre la voie a la cartographic de territoires 
exprimant le KDR ou le flk-L Une injection de d'anticorps anti-idiotypiques iodes 
du facteur de croissance endotheliale vasculaire peut permettre de visualiser des 
tumeurs sans liaison a des organes sains. 

L' invention concerne un anticorps anti-idiotypique du facteur de^ 
croissance endotheliale vasculaire caracterise en ce qu'il est un ligand du reccpteur 
humain KDR ou du reccpteur murin flk-1 et qu'il n'est pas un ligand de fit. 

L' invention concerne des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance endotheliale vasculaire caracterises en ce qu'ils presentent les proprietes 
suivantes : 

- ils sont specifiques vis-a-vis de KDR, 

- ils sont circulants, 

- ils presentent une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment 
d'environ 21 jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- ils induisent la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 200 

kDa, 

- ils induisent la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- lis n' induisent pas la migration de cellules endotheliales, 

- ils stimulent I'angiogenese, 

- ils ne provoquent pas d' hypotension arterielle, 

- ils n'affectcnt pas la pcrmeabilite des vaisseaux. 

La specificite vis-a-vis de KDR peut etre determinee scion le test de 
competition avec le VEGF radioiode vis-a-vis de sa liaison a des cellules COS 
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transfectees avec des vecteurs d' expression eucaryote contenant la sequence du 
KDR (Termanetal., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1992, 1S2: 1579-1586). 

A la difference des anticorps anti-idiotypiques de 1' invention, VEGF n'est 
pas specifique vis-a-vis de KDR puisqu'il peut se lier au recepteur fit. 

L'interet de la specificite des anticorps anti-idiotypes de 1' invention est de 
cibler sur les cellules endotheliales angiogeniques des drogues qui n'affectent pas 
les cellules endotheliales quiescentes. 

L'expression "circulant" signifie vehicule librement dans le sang circulant 
et non capte par les parois vasculaires. 

A la difference des anticorps anti-idiotypes de 1' invention, VEGF n'est pas 
circulant. L'interet de ce que les anticorps anti-idiotypes de 1' invention soient 
circulants est de cibler sur les cellules endotheliales angiogeniques des drogues qui 
n'affectent pas les cellules endotheliales quiescentes. 

S'agissant de la duree de demi-vie des anticorps anti-idiotypiques, elle est 
variable d'une espece a I'autre ; par exemple pour le rat, elle est de 7 jours. 

La duree de demi-vie des anticorps de 1* invention peut etre mesuree selon 
le test suivant : injection intraveineuse de 1 /xCi de ligand radioiode, puis recueU a 
differents intervalles de temps de sang et comptage de la radioactivite. La duree de 
demi-vie correspond au temps necessaire pour que 50% de la radioactivite initiale 
ait disparu du sang circulant. 

La duree de demi-vie du VEGF est inferieure a 6 minutes (Beuters et al.. 
Circulation, 1995); la duree de demi-vie des IgG est de I'ordre de 23 jours. 

La proteine de 200 kDa sur laquelle les anticorps-anti-idiotypiques 
induisent la phosphorylation d'une tyrosine est KDR. 

Get aspect signifie que 1' activation de KDR par les anticorps anti-idiotypes 
peut declencher des fonctions necessitant la phosphorylation de KDR. 

Get aspect peut etre mesure par le test de phosphorylation decrit dans les 
exemples. 

L' induction de la proliferation des cellules endotheliales vasculaires 
signifie qu'elles se multiplient. 

Geci peut etre determine selon le test decrit dans les exemples. 

Les anticorps de 1' invention induisent la proliferation des cellules 
endotheliales vasculaires plus fortement que VEGF, c'est-a-dire dans un rapport 
d' environ 2 fois. 

L'interet de cette augmentation de 1' induction de la proliferation des 
cellules endotheliales par les anticorps anti-idiotypiques de invention est que la 
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liaison des anticorps anti-idiotypes au recepteur KDR suivie de la phosphorylation 
sur une tyrosine de KDR suffit a declencher la proliferation cellulaire. 

L' absence de migration des cellules endotheliales signifie que les anticorps 
anti-idiotypes miment, parmi les effeis declenches par le VEGF, ceux qui sont 
medies par KDR et non ceux qui sont medies par flt-1 . 

Get aspect peut etre mesure par le test decrit dans les exemples. 

A la difference des anticorps de T invention, VEGF induit la migration des 
cellules endotheliales. 

L'interet presente par les anticorps de F invention est de demontrer leur 
absence d'effet sur le recepteur flt-1 grace aux tests de migration et de permeabilite 
explorant la fonction de flt-1. 

La stimulation de Tangiogenese signifie que la liaison des anticorps anti- 
idiotypes au recepteur KDR suivie de la phosphorylation sur une tyrosine de KDR 
et de la proliferation cellulaire suffisent a declencher I'angiogenese. 

Ceci peut etre quantifie par le test decrit dans les exemples. 

Le fait que les anticorps de I invention n'affectent pas la permeabilite des . 
vaisseaux signifie que les anticorps anti-idiotypes miment, parmi les effets- 
declenches par le VEGF, ceux qui sont medies par KDR et non ceux qui sonf- 
medies par flt-1, par exemple la permeabilite vasculaire. 

Ceci peut etre determine selon le test suivant : des cellules endotheliales 
de comee sont ensemencees (40 000 cellules/cm2) sur des filtres (12 mm de 
diametre) prealablement incubees 16 heures a 4°C avec du PBS supplemente de 2 
mg/ml de gelatine (Millicell-Millipore). Les puits sont disposes dans des boites de 
24 puits (diametre 16 mm). Apres 5 jours, la resistance electrique entre le 
compartiment intracellulaire et extracellulaire est mesuree (de Tordre de 180 Q). 
Les modulateurs sont ajoutes et la resistance mesuree toutes les 10 minutes. Sous 
I'effet de VEGF (5-50 ng/ml) la resistance chute a 150 m en 90 minutes environ. 
Une diminution de la resistance traduit done une augmentation de la permeabilite. 
Cette fonction est mediee par le recepteur flt-1 et non le recepteur KDR. 

A la difference des anticorps de 1' invention, VEGF affecte la permeabUite 
des vaisseaux. L'interet de I'invention est done de montrer que les anticorps anti- 
idiotypes ne stimulent pas in vivo les effets medies par le recepteur flt-1. 

L' invention conceme egalement le fragment Fab des anticorps anti- 
idiotypiques selon I'invention. 

L' invention conceme egalement le complexe entre un anticorps anti- 
idiotypique selon I'invemion et une toxine, en particulier choisie parmi la saporine. 
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la ricine ou bien entre un anticorps anti-idiotype selon 1' invention et un element 
radioactif tel que I'iode 125 ou 131. 

L' invention a egalement pour objet un anticorps anti-idiotypique selon 
r invention, susceptible d'etre obtenu selon le procede suivant : 
5 - on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographic d'affmite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographic d'affmite pour le VEGF, 

10 - on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 

purifiees chez l animal de la meme espece que celui utilise lors de Tinjection de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de meme originc que celui 

utilise lors de 1' injection de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
15 proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 

. une immunoadsorbtion sur unc colonne d'affmite preparec avec les 
Ig pre-immunes du lapin qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 
. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affmite preparee avec des 
20 IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 

Pour faire la preuve de Taction in vivo des anti-idiotypes de 
r invention, seule la purification sur proteine A sepharose est necessaire. 

L' invention conceme egalement un procede de preparation d'un anticorps 
anti-idiotypique selon 1' invention, caracterise en ce que : 
25 . on injecte du VEGF purifie chez un animal, notanunent un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographic d'affmite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographic d'affmite pour le VEGF. 

- on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 
purifiees chez I'animal de la meme espece que celui utilise lors de I'injcction de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de la meme originc que 
celui utilise lors de I'injcction de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
35 proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 



30 
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. une immunoadsorbtion sur une coionne d'affinite preparee avec les 
Ig pre-immunes du lapin qui a servi a faire ies IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 
. une immunoadsorbtion sur une coionne d'affinite preparee avec des 
IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 
Pour preparer les fragments Fab des anticorps de 1' invention, on peut 
proceder de la fa?on suivante : les fragment Fab sont prepares a partir de 200 mg 
d'Ig2 Id dissoutes dans 42 ml contenant 3,5 mg de papaine et 0,1 M EDTA 
(ethylene diamine tetra acetic acid) et 0,1 M de cysteine. Le melange est incube 4 
heures a 31°C, puis la reaction est arretee par 4,6 ml de iodacetamide 0,3 M. Le 
melange est alors dialyse contre 2 litres de PBS a 4°C pendant 16 heures. puis 
chromatographic sur une coionne de 10 ml de proteine A sepharose. Les fragments 
Fab sont recuperes dans le volume mort. 

L' invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles comprennent a titre de substance active au moins un 
anti-idiotype selon invention, ou au moins un fragment Fab selon 1" invention ou 
au moins un complexe selon 1' invention. 

L' invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
deduites des sequences des domaines hypervariables des fragments Fab des 
anticorps anti-idiotypes. 

L' invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
deduites de la structure tridimensionnelle des fragments Fab des anticorps anti- 
idiotypes determinee par cristallographie et diffraction aux rayons X, dichroisme 
circulaire, resonnance magnetique nucleaire. 



DESCRIPTION DES HGURES : 

La Figure 1 represente 1' inhibition de la liaison du VEGF iode a ses 
recepteurs par 1 'anticorps anti-idiotypique J. 

Les concentrations indiquees de VEGF ou anti-Id J sont incubees avec des 
cellules COS transfectees 48 heures au prealable par 1 pig/ml de vecteur pSV7d 
contenant la sequence de flt-1 (partie A de la Figure) ou de flk-1 (partie B de la 
Figure) en presence de 1 ng/ml (partie A de la Figure) ou de 10 ng/ml (partie B de 
la Figure) de VEGF iode a 4°C. Apres 3 heures les cellules sont rincees, lysees et 
la radioactivite est comptee dans un compteur gamma. 
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La figure 2A represente 1' inhibition de la liaison du VEGF a son recepteur 
de haute affinite par la transfection de cellules FBAE par des oligonucleotides 
antisens de KDR 

Des cellules FBAE subconfluentes ensemencees dans des plaques de 12 
puits sent transfectees avec 2 d' oligonucleotides sens (□) ou antisens (♦) de 
KDR. 24 heures apres les cellules sont incubees pendant trois heures a 4^C en 
presence de concentrations croissantes de VEGF iode dans un volume final de 

500 Mi- 
La Figure 2B represente T inhibition de la liaison du VEGF a son 
recepteur de haute affinite sur des cellules FBAE par une pre-incubation avec 

I'anti-idiotype J (anti-Id J). 

Des cellules FBAE subconfluentes sont ensemencees dans des puits de 10 
cm2 et incubees pour une intemalisation avec 5 fi^ml d' anti-Id J ou d'IgG pre- 
immunes a 31°C pendant 90 mn. Les plaques sont ensuite transferees a 4°C et 
incubees avec des concentrations variables de VEGF iode. La liaison non 
specifique est determinee en presence de 1 ^tg/ml de VEGF froid (encart). Les 
donnees sont ensuite exprimees selon la representation de Scatchard. 

La Figure 3 represente T induction de la phosphorylation par I'anti- 
idiotype J sur des residus tyrosine de KDR/flk-l dans des cellules FBAE. 

Des cellules FBAE sont stimulees 10 mn a 37 °C par des IgG pre- 
immunes, du VEGF ou de I'anti-Id J, puis elles sont lysees en tampon RIPA et le 
lysat est immunoprecipite avec un anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine 
(PY22). Les immuns complexes sont collectes sur des billes de proteine A 
sepharose, soumis a une electrophorese en gel de polyacrylamide, transferes sur un 
filtre de nitrocellulose et reveles soit par un anticorps monoclonal anti- 
phosphotyrosine PY22, soit par un anticorps polyclonal anti-flk-l. 

La Figure 4 represente la stimulation de la proliferation des cellules FBAE 

par I'anti-idiotype J. 

Des cellules FBAE sont ensemencees a 5000 cellules par puits dans des 
plaques de 12 puits en presence de VEGF, anti-Id J ou d'IgG pre-immunes a des 
concentrations variables allant de 0,01 ng/ml a 1000 ng/ml. Apres cinq jours, les 
cellules sont trypsinisees et comptees. Les donnees representees sont les moyennes 
de trois points et les experiences ont ete realisees quatre fois avec des resultats 
similaires - 

La Figure 5 represente les effets de T injection de Ig2 Id sur le volume 

tumoral. 
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Des fragments d'adenocaxcinome prostatique hormono-independant 
correspondant a un score IX de Gleason (3x3x3 mm) ont ete greffes a des souris 
nu/nu femelles. Un mois plus tard, quand elles deviennent cliniquement palpables. 
les animaux (n = 8-10 pour chaque groupe) regoivent 2 fois par seraaine 200 fig 
dlgl T neutralisant Tactivite du VEGF (V-IgG), ou d igl PI (PMgG) ou d'Ig2 Id 
(J-IgG). Le volume mmoral a ete mesure 2 fois par semaine a Taide d'un pied a 
coulisses et les souris ont ete pesees. Les animaux ont ete sacrifies 3 mois apres et 
les tumeurs photographiees. 

La Figure 6 represente 1' analyse histologique (a-c), le marquage de la 
vascularisation (d-i) et de la proliferation 0-0 xenogreffes d'adenocarcinome 
traitees par V-IgG, PI-IgG ou J-IgG. 

Les animaux traites comme indique dans la legende de la figure 5 ont ete 
sacrifies 3 mois apres 1' implantation des xenogreffes, puis des coupes sont 
pratiquees dans ces tumeurs et colorees avec rhematoxyline-eosine (a-c) Des 
coupes adjacentes ont ete revelees avec le fnarqueur ulex (d-f) (Ulex Europeaus 
conjugue a la peroxydase Sigma, ref, L8146), Tanticorps anti-flt-1 (Santa Cruz) (g-- 
i) ou mib-1 (j-l). 



Tableau 1 





PROLIFERATION 

(incorporation de -^HTDR 
cptn/puils 


MIGRATION 
(cellules/champs) 




Sens 


Antisens 


Sens 


Antisens 


Rien 


30.6O4±4.820 


32.645:2:4.820 


36,4-5,5 


27,2±5,2 


VEGF 


75.098±4.511 


46.223±2.104 


74,0±6,1 


81,2±8,1 


Anti-Id J 


104.355±6.212 


35.46213.874 


31;2±2J 


33,4±5,4 



Le tableau 1 represente les effets biologiques du VEGF et de T anti-Id J 
sur des cellules FBAE transfectees par des oligonucleotides sens ou antisens de 
KDR. 

Des cellules FBAE subconfluentes sont transfectees par des 
oligonucleotides sens ou antisens de KDR comme decrit dans la description ci- 
dessus. Vingt-quatre heures apres, les cellules sont transferees en milieu sans 
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serum, elles sont ensuite incubees en presence de 50 pM de VEGF, i' anti-Id J ou 
rien, puis eiles sont marquees 4 heures avec de la thymidine tritiee apres 20 heures 
de stimulation. Parallelement, des experiences de migration sont reaiisees sur des 
cellules confluentes. Une incision en forme de croix de Malte est effectuee sur la 
5 monocouche cellulaire. Les puits sont laves avec du milieu sans serum et les 
cellules sont incubees avec des concentrations de modulateurs dix fois plus elevees. 
Vingt-quatre heures apres, les cellules sont colorees au May-Grumwald-Giemsa et 
les cellules ayant migre sont comptees sur huit champs, chaque point est realise en 
triple, Ces experiences ont ete faites trois fois avec des resultats similaires. 

10 

ABREVIATIONS UTILISEES DANS L EXEMPLE : 

PBS (phosphate buffer saline) : solution saline de tampon phosphate. 

15 

IglPI : immunoglobulines de lapin purifiees par proteine A-sepharose a partir de 
sang preleve avant T immunisation par le VEGF. 

IglT : immunoglobulines de lapin purifiees par proteine A-sepharose a partir de 
20 sang preleve apres immunisation par le VEGF. 

Igl anti-VEGF : IglT purifiees par VEGF-sepharose. 

Ig2 Id : immunoglobulines de lapin 2 purifiees par proteine A- sepharose a partir 
25 de sang preleve apres 1' immunisation par le IglT. 

Ig2J : Ig2 Id purifiees par Igl Pl-sepharose puis Igl anti-VEGF sepharose. 



30 METHODES D'ETUDE 
Exemple : 

1. Fabrication d'anticorps anti-idiotypes de VEGF165. 

- Obtention des IgG pre-immunes (Igl PI) : 
35 Avant chaque immunisation, du sang est preleve, le serum est fractionne 

immediatement apres le recueil et 15 ml de serum sont chromatographies sur une 
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colonne de proieine A (0,9x18 cm). La colonne est lavee par du PBS et les 
immunoglobulines sont eluees par de la glycine 0,2 M tamponnee a pH 2,5, 
immediatemeni neuiralisees par adjonction de 1/5 du volume de K2HP04 1 M, 
puis dialysees contre du PBS. Les immunoglobulines (Igl PI) sont conservees a 
SO^'C jusqu'a leur utilisation. 

1.1. Obtention des anticorps anti-idiotypiques murins. 

Des cellules AtT20 cultivees jusqu'a la confluence puis transferees dans 
du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco, ref. 13016 027) 
contenant 5 fig/ml d'insuline et 10 /xg/ml de transferrine sont stimulees par 5 ng/ml 
de FGF2 recombinant produit chez Escherichia coli (don du Dr. Herve Prats, 
U397 INSERM, Toulouse) pendant 48 heures pour augmenter la production de 
VEGF (Plouet, 1992). 

Le milieu conditionne (30 litres) a ete purifie comme decrit 
precedemment (Plouet, 1989). Quarante ^g de VEGF murin sont separes par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide en condition denaturante, transferes sur 
une feuille de nitrocellulose. 

La fraction contenant le VEGF a ete decoupee puis dissoute dans 1 ml 
de dimethylsulfoxyde, Dix ^g de VEGF sont emulsionnes dans 0.25 ml d'adjuvant 
de Freund complet puis injectes chez un lapin "Fauve de Bourgogne" (Iffa-Credo), 
4 fois a 15 jours d'intervalle. 

Le sang preleve entre 3 et 7 mois apres la premiere injection est 
firactionne et les Ig sont purifiees par chromatographic d'affmite pour la proteine 
A; ces Ig purifiees sont appelees IglT. 

Des lap ins "Fauve de Bourgogne" anesthesies regoivent une injection 
de 0,5 ml de PBS contenant du bleu Evans dans le coussinet plantaire afm de 
colorer le systeme lymphatique. Une incision cutanee est alors pratiquee, les plans 
cutanes liberes et le ganglion devenu bleu est alors visualise. 

Dix ^g d'lglT (5 ^1) emulsionnees dans 100 /xl d'un melange 1-1 de PBS- 
adjuvant de Freund complet sont injectes dans le ganglion poplite de chacun des 
lap ins 30 minutes apres. 

L* injection d'adjuvant cree un granulome inflammatoire qui permet de 
palper le ganglion et done de pratiquer ulterieurement des injections transcutanees 
sans qu'il soit necessaire d'inciser le plan cutane. 3, 6 et 9 semaines apres les 
lapins re^oivent une injection intra-ganglionnaire de 10 ^g d'IglT. 
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Le sang preleve entre 4 et 7 mois apres la premiere injection est purifie 
comme decrit precedemment. Les Ig anti-idiotypes (Ig2J) sont alors purifiees par 
une serie de 2 chromatographies d'affmite, comme indique dans les paragraphes 2 
et 3 ci-apres. 

1.2« Obtention des andcorps anti-idiotypiques humains 

Le VEGF 165 a ete produit dans des cellules CHO transfectees de fagon 
stable par un plasmide d'expression (prCEN-1, F. Bayard, Unite 397 INSERM) 
contenant TADNc du VEGF 165 (don de Judith Abraham, Scios Nova, Mountain 
View, CA). 

Les cellules sont cuitivees a confluence en milieu DMEM contenant les 
antibiotiques et 10% de serum de veau nouveau-ne, puis rincees 3 fois avec du 
milieu DMEM sans serum et incubees 48 heures dans du milieu DMEM contenant 
5 fxg/ml d'insuline et 10 ^g/mi de transferrins 

Deux jours apres, le milieu est collecte, centrifuge (20000g, 30 minutes) 
puis chromatographic sur heparine sepharose (0,9 x 6 cm) prealablement equilibree 
dans du tampon Tris 0,01 M, pH 7,2 contenant 0,05 M NaCl. Apres le lavage de 
la colonne dans le meme tampon, le VEGF est elue par un gradient de 
concentration de NaCl dans le tampon Tris. L'activite biologique du VEGF est 
mesuree par son activite mitogene (Plouet, 1989). Les milieux sont alors 
centrifuges et la quantite de VEGF produite quantifiee par radiorecepteuressai et 
par la mesure de competition avec le VEGF iode vis-a-vis de la liaison a ses 
recepteurs. 

Dix fig de VEGF sont injectes dans les ganglions poplites de lapin New- 
Zealand (INRA, Toulouse) comme decrit plus haut. Apres 3-7 mois les IglT sont 
examinees pour leur capacite a neutraliser I'effet mitogene du VEGF sur les 
cellules ACE (cellules endotheliales de capillaires de cortex de glandes surrenales 
bo vines). 

Des lapins co-isogeniques regoivent des injections de 10 ^g d'lglT 
selon le protocole decrit precedemment. 

2- Construction des immunoadsorbants 

VEGF-sepharose 

Un g de sepharose-CNBr (Pharmacia) est mis en presence avec 2 mg de 
VEGF prealablement dialyse contre du tampon carbonate 0,1 M pH 8,5 pendant 
une nuit. Apres ce temps la matrice est lavee par centrifugations (2(XX) g, 5 
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minutes) 3 fois avec 10 ml de tampon carbonate. Les fonctions amines restees 
libres sont ensuite bloquees par incubation avec 5 ml d'ethanolamine 0,2 M. La 
matrice est relavee 3 fois avec du PBS, une fois avec de la glycine 0,2 M pH 2,5 
pendant 5 minutes, puis avec 10 ml de K2HP04. La matrice est alors conservee 
dans du PBS supplemente de 0,02% d'azoture de sodium jusqu'a utilisation. 
Igl pre-immunes 

La matrice d'affinite est preparee comme precedemment en mettant en 
contact 1 g de CNBr sepharose et 5 mg de Igl PI. 
Igl anti-VEGF 

Cinquante mg d'lglT sont chromatographiees sur la colonne de sepharose- 
VEGF, eluees par de la glycine pH 2,5 0,2 M, dialysees et congelees a -80 ""C 
jusqu'a leur utilisation. Les Ig specifiques de VEGF representent 8 % des IglT. 

3- Puriflcation des Ig anti-idiotypiques. 

Les Ig anti-idiotypiques purifiees sur proteine A sepharose (Ig2 Id) sont 
purifiees par une sequence de 2 chromatographies d'affinite : chromatographie sur^ 
IglPI-sepharose et une chromatographie sur Igl anti-VEGF-sepharose. 

Igl Pl-sepharose 

Cinquante mg d'Ig2 Id sont inoculees sur la colonne d'lglPI-sepharoser 
disposee dans une colonne Economo-pack (0,2x1 cm). Une fois que les Ig2 ont ete- 
separees des eventuelles Ig2 Id dirigees contre les isotypes et les allotypes de Igl 
PI, done liees au Igl PI sepharose, la fraction non retenue, done composee des Ig 
regulieres non immunes et des Ig2 J dirigees contre les domaines des Igl 
reconnaissant le VEGF, est deposee sur une colonne d'Igl anti-VEGF sepharose. 

On n'a jamais note que cette procedure permettait de separer une quantite 
mesurable dig anti-isotypes et anti-allotypes. 

Igl anti-VEGF-sepharose 

Les Ig anti-id non retenues sur la colonne d' Igl PI, done depletees des 
eventuelles anticorps anti-isotypes et anti-allotypes, sont inoculees sur la eoloime 
d'Igl VEGF-sepharose disposee dans une colonne Economo-paek (0,2x1 cm). 

La colonne est ensuite lavee avec 10 ml de PBS, puis les Ig retenues sont 
eluees avec de la glycine 0,2 M pH 2,5, immediatement neutralisees avec un 
cinquieme du volume avec K2HP04 1 M, puis dialysees contre du PBS. 

Cette procedure permet de purifier des immunoglobulines anti-idiotypiques 
(Ig2J) qui representent 2-3 % des Ig2 Id totales. 
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4- Etude de la specificite des anticorps 

Le criblage des anticorps anti-id iotypes s'effectue selon la sequence 
suivante mise au point au laboratoire: 

Des cellules COS ensemencees a 30 000 cellules par puits de 2 cm^ sont 
cultivees en milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de 
penicilline et 50 fig/mi de streptomycine. Deux jours apres les cellules sont 
transferees en milieu ne contenant ni serum ni antibiotiques et incubees avec 2 
Mg/ml de plasmide pSV7d contenant I'ADNc de flt-1 ou de flk-1 (dons de L. 
Williams, UCSF) et 10 fig/rrd de lipofectine pendant 30 minutes. 

Apres 6 heures, le milieu est remplace par du DMEM contenant 10% de 
serum de veau foetal pendant 48 heures . 

La liaison de VEGF radioiode (1-2 10^ cpm/ng) aux cellules COS 
transfectees est mesuree a 4 °C. Les cellules sont lavees 2 fois avec du tampon de 
liaison (DMEM contenant 20 mM Hepes et 1 mg/ml de gelatine ajustee a un pH de 
7.4. Les concentrations desirees de VEGF iode (1 ng/ml pour les cellules COS/flt- 
1 et 10 ng/ml pour les cellules COS/flk-1) sont ajoutees avec des concentrations 
variables de VEGF non marque ou d'Ig2 Id ou Ig2 J sous un volume final de 0.5 
ml. La liaison non specifique est determinee en presence d'un exces -500 ng- de 
VEGF purifie. Les liaisons totale et non specifique sont determinees en double. 

Apres deux heures les cellules sont lavees 3 fois avec du tampon fro id. et 
lysees avec 0.5 ml de NaOH 0.2 M. L'iode 125 contenu dans le materiel solubilise 
est compte dans un compteur gamma. 

En parallele des cellules FBAE (foetal bovine aortic endothelial cells) 
ensemencees a 100 000 cellules par puits de 10 cm2 sont cultivees en milieu 
DMEM contenant 10% de serum de veau foetal et 100 Ul/ml de penicilline et 50 
mg/ml de streptomycine, 2 jours apres les cellules sont transferees en milieu ne 
contenant ni serum ni antibiotiques et incubees avec 10 mg/ml d' oligonucleotides 
sens ou antisens du KDR prealablement incubes avec 10 mg/ml de lipofectine 
pendant 30 minutes. 

Apres 6 heures, le milieu est remplace par du DMEM contenant 10% de 
serum de veau foetal, pendant 24 heures. Des cellules FBAE subconfluentes non 
transfectees sont aussi incubees 90 minutes avec les IgG anti-idiotypiques ou les 
Igl PI. Les cellules sont alors transferees a 4°C puis incubees 3 heures avec des 
concentrations variables de VEGF iode en presence (liaison non specifique) ou 
absence (liaison totale) de 1 fig/ml de VEGF. Les donnees sont alors analysees 
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selon la representation de Scatchard (Scatchard, 1949) par le programme de 
Munson (Munson, 1980). 

5. Actiyites biologiques des anticorps 

Phosphorylation des recepteurs 

Des cellules FBAE sont stimulees 10 mn a 37 °C avec 1 nM de VEGF ou 
Ig2 J puis elles sont lysees en tampon RIPA (Tris 50 mM pH 7,5, Nonidet P 40 
Sigma, ref. N6507, 1%, EDTA 1 mM, 5 /xg/ml de chacun des inhibiteurs de 
proteases suivants : benzamidine, pepstatine, leupeptine, aprotinine et le lysat est 
immunoprecipite avec un anticorps monoclonal anti- phosphotyrosine (PY22, 
Amersham). Les immuns complexes sont collectes sur des billes de proteine A- 
sepharose puis separes par une electrophorese en gel de polyacrylamide. Les 
proteines sont transferees sur un filtre de nitrocellulose et revelees par soit 
I'anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine PY22 (figure 3), soit par un anticorps 
polyclonal commercial (Santa-Cruz) anti-flk-1 (figure 3). 
Proliferation 

Des cellules FBAE ensemencees a 20 000 cellules par puits de 4 cm2 sont 
cultivees en milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal et 100 Ul/ml 
de penicilline et 50 ng/ml de streptomycine. Deux jours apres les cellules? sont 
transferees en milieu ne contenant ni serum ni antibiotiques et incubees avec 10 
Mg/ml d 'oligonucleotides sens ou antisens du KDR prealablement incubes avec 10 
/ig/ml de lipofectine pendant 30 minutes. 

Apres 6 heures, le milieu est remplace par du DMEM contenant 10% de 
serum de veau foetal. 24 heures apres les cellules sont transferees en milieu sans 
serum puis alors incubees en presence de 50 pM de VEGF, d'Ig2 J ou de PBS 
seul. Entre la 68eme et la 72eme heure 1 microcurie (^Ci) de thymidine tritiee est 
ajoute. Les cellules sont rincees 3 fois avec du PBS a 4 °C, 1 fois avec de Tacide 
trichloracetique dilue a 10%, puis lysees dans NaOH 0.2 M. Le lysat est alors 
compte a I'aide d'un compteur a scintillation. . 

Dans des experiences similaires, des cellules FBAE sont ensemencees a 
5000 cellules par puits dans des plaques de 12 puits en presence de VEGF, Ig2 J 
ou Igl PI a des concentrations variables allant de 0,01 ng/ml a 1000 ng/ml. Apres 
cinq jours, les cellules sont irypsinisees et comptees. Les donnees representees sont 
les moyennes de trois points et les experiences ont ete realisees quatre fois avec des 
resultats similaires. 
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Migration 

Des cellules ACE sont ensemencees a 100 000 cellules par puits de 4 cm2. 
Des cellules sont enlevees de la monocouche selon une aire representant une croix 
de Make a I'aide d'un cone de surface calibree. Les cellules sont rincees et 
incubees avec des concentrations de modulateurs (VEGF, Ig2 J. PBS) dix fois plus 
elevees que celles utilisees pour les experiences de proliferation. 24 heures apres 
les cellules sont colorees au May-Grumwald-Giemsa et les cellules ayant migre 
sont comptees sur huit champs, chaque point etant realise en triple. Ces 
experiences ont ete faites trois fois avec des resultats sinulaires. 
Angiogenese comeenne 

Des lenticules impregnes de 2 /xl de vehicule (PBS contenant 50 mg de 
serum albumine bovine) ou de vehicule et 200 ng de VEGF ou 600 ng d'Ig2 J sont 
inseres dans le stroma comeen a 2 nun du limbe chez des lapins New-Zealand. 
Apres 12 jours la surface neovascularisee en regard de T implant est quantifiee sur 
15 une echelle de 0 a 4 (Favard, 1992). 
Angiogenese tumorale 

Un adenocarcinome prostatique (grade IX de Gleason) a ete propage 
seriellement chez des souris immunodeprimees (Iffa-Credo). Un mois apres les 
souris ont regu 2 fois par semaine une injection intraperitoneale de 200 /xg d'lglT 
ou IgGl PI ou Ig2 Id (toutes Ig purifiees par affmite pour la proteine A sepharose). 
Les nuneurs ont ete mesurees 2 fois par semaine. Les souris ont ete sacrifices 2 
mois apres. Les coupes de tumeurs ont ete incubees avec des anticorps Mib-1 
(Immunotech) qui ne marquent que les cellules en phase mitotique. la lectine ulex 
(European) conjuguee a la peroxydase (Sigma) qui ne marque que les cellules 
25 endotheliales; et I'anticorps anti-flt-1. 



20 



30 



35 



RESULTATS 

Aucun serum pre-immun (n=18) ne contenait d'lgO interferant avec la 
liaison du VEGF iode sur des cellules COS transferees par des vecteurs 
d'expression des recepteurs ttt-l ou flk-1. En revanche 20% des serums anti- 
idiotypiques contiennent des IgG se liant a flk-1. Une preparation d'Ig2 Id purifiees 
a partir de serum recueilli entre 4 et 7 mois apres 1' immunisation a ete selectionnee 
(Ig2 J) qui inhibe lotalement la liaison du VEGF iode aux cellules COS transfectees 
avec flk-1 (la concentration qui declenche 50% de inhibition est d'environ 
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400 ng) mais n'interferent pas avec sa liaison aux cellules transfectees par flM 
(Figure 1). 

La transfection de cellules FBAE par des oligonucleotides antisens de 15 
mers cenu-es sur le codon d' initiation de la traduction de KDR inhibe 20-25 % des 
5 sites de liaison du VEGF iode. L' analyse des resultats selon Scatchard a montre 
que cette reduction de la liaison s'effectuait exclusivement sur le site de liaison de 
plus haute affmite 5 pM (Figure 2A). La liaison a ce site est aussi inhibee par la 
pre-incubation de cellules FBAE par les Ig2 J (Figure 2B). 

Ig2 J et VEGF induisent la phosphorylation sur une tyrosine d'une 
10 proteine de 200 kDa. La revelation de cette espece moleculaire par des anticorps 
diriges contre Hk-l atteste que le recepteur flk-1 est bien phosphoryle par Ig2 J 
(Figure 3). 

Ig2 J et VEGF induisent la proliferation des cellules ACE (la moitie de la 
proliferation maximale est obtenue avec 1,2 ng de Ig2J et 0,5 ng de VEGF) a un 
15 niveau significativement superieur a celui obtenu en presence de VEGF 
correspondant a 1,8 (VEGF) et 3,1 (Ig2J) fois le nombre de cellules comptees dans 
les puits non stimules (Figure 4). 

En revanche Ig2 J n' induisent pas de migration des cellules endotheliales^ 
(Table 1). 

20 Afin de verifier si ces Ig modulaient Tangiogenese, des implants contenant 

200 ng de VEGF ou 600 ng De Ig2 J ou le PBS seul ont ete greffes dans le stroma* 
comeen de lapins. 12 jours apres, il n'a pas ete observe de neovascularisation en 
regard des implants contenant le PBS seul. En revanche une neovascularisation 
d'intensite equivalente a ete observee en regard des implants contenant 5 pmoles de 

25 VEGF ou Ig2 J (2.78 et 2.45 respectivement). L'analyse histologique de la retine 
n'a monu-e aucune reaction proliferative bien que le VEGF soit synthetise, du 
moins in vitro, par les cellules endotheliales, les pericytes et epitheliales 
pigmentees. 

Le VEGF etant actuellement reconnu comme I'inducteur majeur de 
30 I'angiogenese tumorale, ces Ig2 Id ont ete injectees chez des souris greffees un 
mois auparavant des fragments d'adenocarcinome prostatique. Apres 1 mois de 
traitement par les Ig2 J, le volume des tumeurs est significativement superieur a 
celui des tumeurs traitees par des Igl PI (Figure 5). 

L 'analyse immunohistochimique des coupes de tumeur a montre que ces 
35 anticorps induisent in vivo une proliferation cellulaire mesuree par 
immunohistochimie avec Tanticorps mib-1. En revanche aucune cellule positive par 
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dans les organes sains (foie, rein, poumon, retine, cerveau) mais stimulent 
I'angiogenese mesuree par le test d'implants comeens. Ces proprietes en font un 
marqueur specifique des cellules endotheliales "activees ". 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire pour la preparation d un medicament destine au traitement 
de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese, soit pour inhiber I'angiogenese, soit pour favoriser Tangiogenese, 
sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, ou pour la preparation d'un 
produit de diagnostic de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees 
dans un processus d'angiogenese. 

2. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
de pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, par stimulation 
selective du recepteur KDR. 

3. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire selon I'une des revendications 1 ou 2 pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules 
endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese, pour inhiber 
I'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, lequel anticorps 
anti-idiotypique est couple a une toxine dont la fonction est de bloquer la traduction 
des proteines ou lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de fragment Fab. 

4. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire selon I'une des revendications 1 ou 2, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules 
endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese pour favoriser 
I'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes. 

5. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire selon la revendication 3, dans lequel I'anticorps est couple a 
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une toxine choisie parmi la saporine, la ricine ou bien un element radioactif tel que 
riode 125 ou 131. 

6, Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques pour la preparation d*un 
medicament destine a stimuler I'angiogenese physiologique pour augmenter la 
Vitesse de la formation des vaisseaux sanguins au cours de ia cicatrisation, de la 
maturation du corps jaune de I'ovaire ou stimuler Tangiogenese au cours de 
pathologies obstructives des vaisseaux afin de reperfuser des territoires ischemics 
lors de thrombose vasculaire. 

7. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques associes a une toxine ou de 
fragment Fab d'anticorps anti-idiotypique pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies necessitant Tinhibition de Tangiogenese telles 
que cancer, retinopathies diabetiques et le rejet de greffes de comee. 

8- Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 

endotheliale vasculaire selon la revendication 1, pour la preparation d'un produit 
de diagnostic de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenese. 

9, Anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance endotheliale 
vasculaire caracterise en ce qu'il est un ligand du recepteur humain KDR ou du 
recepteur murin Flk-1 et qu'il n'est pas un ligand de fit. 

10. Anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance endotheliale 
vasculaire caracterise en ce qu'il presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis de KDR, 

- il est circulant, 

- il presente une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment 
d'environ 21 jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur une tyrosine d*une proteine de 200 kDa, 
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- il induit la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- il n* induit pas la migration de cellules endotheliales, 

- il stimule I'angiogenese, 

- il ne provoque pas d' hypotension arterielle, 

- il n^affecte pas la permeabilite des vaisseaux. 

11. Fragment Fab de Tanticorps anti-idiotypique selon la revendication 

9. 

12. Complexe entre un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 
9 et une toxine, en particulier choisie parmi la saporine, la ricine ou bien entre un 
anticorps anti-idiotype selon la revendication 9 et un element radioactif tel que 
riode 125 ou 131. 

13* Anticorps anti-idiotypique selon la revendication 9, susceptible 
d'etre obtenu selon le procede suivant : 

- on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographic d'affinite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographic d'affmite pour le VEGF, 

- on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 
purifiees chez 1' animal de la meme espece que celui utilise lors de T injection de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de meme origine que celui 
utilise lors de 1' injection de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux inmiunoadsorbtions : 

. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec les 
Ig preimmunes du lapin qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 
. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec des 
IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 
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14. Precede de preparation d'un aniicorps anti-idiotypique selon la 
revendication 9, caracterise en ce que : 

- on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anii- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographie d'affuiite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographie d'affinite pour le VEGF, 

- on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 
purifiees chez T animal de la meme espece que ceiui utilise lors de 1* injection de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lap in de meme origine que celui 
utilise lors de 1* injection de VEGF, 

- on preleve ie sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 

. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec les 
Ig preimmunes du lap in qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 

. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec des' 
IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 

15, Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles 
comprennent a titre de substance active un anti-idiotype selon la revendication 9 ou. 
10, ou le fragment Fab selon la revendication 11 ou le complexe selon la 
revendication 12. 
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Figure 2 A 
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Figure 2R 
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Figure 5 
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Figure 6 
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